














































































































































































À minha  orientadora  Prof.  Dra.  Luisa  Cyrne  pela  transmissão  de  conhecimentos  e 













À Rita,  sem  a qual não  teria  conseguido ultrapassar mais esta etapa. Obrigada pelo 
apoio, pela infinita paciência e por estares sempre presente! 
À  Filipa, que  se  tornou uma  grande  amiga  e  confidente nos momentos  em que me 
sentia num beco sem saída. 
E  por  último  mas  não  menos  importante,  ao  Juan  pela  boa  disposição,  pelo 






























































































































as mais  resistentes  a  doses  letais  posteriores,  ocorrendo  alterações  na  permeabilidade  da 
membrana plasmática. As  células  adaptadas  ao H2O2  apresentam uma menor  expressão do 
gene FAS1 e uma diminuição da actividade do  sintase de ácidos gordos. O FAS1 é  regulado 
pelos níveis de inositol, possuindo a sequência UASINO na região promotora, sendo a expressão 
reprimida  quando  o  inositol  aumenta  intracelularmente.  Na  tentativa  de  compreender  os 
mecanismos moleculares  envolvidos na  regulação do  gene  FAS1 pelo H2O2,  tomou‐se  como 
premissa  que  o H2O2  reprime  a  expressão  do  gene  FAS1  através  da  indução  dos  níveis  de 
inositol. Determinaram‐se os níveis de inositol em células wt controlo e tratadas com 150 μM 
de H2O2 em estado estacionário  (10 min e 20 min), observando‐se uma diminuição drástica 
destes níveis nas  células  tratadas,  contrariando a hipótese  inicial. Contudo, expondo  células 
opi1∆  + GFP‐Opi1p  ao H2O2 nas mesmas  condições, observou‐se  a  translocação máxima da 




total  durante  a  exposição  ao  H2O2,  excepto  uma  tendência  para  um  aumento  de 
fosfatidiletanolamina aos 5 min e uma diminuição aos 10 min, e um aumento dos níveis de 
fosfatidilcolina aos 20 min. O H2O2 reprimiu (INM1, INO2, CHO1, URA7 e PIS1) e induziu (GPT2) 
a expressão de  vários genes da  síntese de  fosfolípidos. A expressão de  INO1  foi oscilatória, 
sendo  induzida  e  reprimida  aos  20  e  40  min,  respectivamente.  A  expressão  de  ITR1  foi 














The  exposure  of  Saccharomyces  cerevisiae  cells  to  sub‐lethal  doses  of  H2O2 makes 
them more resistant to additional exposure to lethal doses, and induces changes in the plasma 
membrane permeability. Cells adapted to H2O2 show a decreased expression of the FAS1 gene 
and a decreased activity of  fatty acid synthase. FAS1  is  regulated by  inositol  levels, having a 
UASINO  sequence  in  its  promoter  region.  FAS1  expression  is  repressed  when  intracellular 
inositol  is  increased. To understand the molecular mechanisms of FAS1 regulation by H2O2,  it 
was hypothesized that H2O2 represses FAS1 expression through the induction of inositol levels. 
The levels of  inositol in wt cells exposed to steady‐state 150 μM of H2O2 (10 min and 20 min) 
were determined, and a dramatic decrease  in those  levels  in the treated cells was observed, 
contradicting the original hypothesis. However, when opi1∆ + GFP‐Opi1p cells were exposed to 
the same H2O2 conditions, a maximal translocation of Opi1p from the endoplasmic reticulum 
to  the  nucleus  at  20 min was  observed, which  is  in  accordance with  a  regulatory  role  for 
inositol.  In  order  to  support  the  original  hypothesis,  phospholipids,  whose  synthesis  is 
regulated  by  inositol,  as  well  as  the  levels  of  expression  of  some  genes  whose  products 
regulate  that  synthesis,  were  quantified.  No  significant  differences  were  found  in  cellular 
phospholipid composition due to exposure to H2O2, with the exception of a trend for increased 
phosphatidylethanolamine  levels at 5 min and decreased  levels at 10 min, and an  increased 
phosphatidylcholine  levels at 20 min. H2O2  repressed  (INM1,  INO2, CHO1, URA7 e PIS1) and 
induced  (GPT2)  the  expression  of  several  genes  involved  in  phospholipid  biosynthesis.  The 
expression  of  INO1  was  oscillatory,  being  induced  and  repressed  at  20  and  40  min, 
respectively. ITR1 expression was immediately repressed at 10 min. These results support the 















Os  ácidos  gordos  são  compostos  celulares  essenciais,  que  apesar  de  apresentarem 
uma  estrutura  simples,  apresentam  funções  biológicas muito  diversas:  (i)  são  essenciais  à 
constituição das bicamadas  lipídicas que  são a base da compartimentalização  subcelular;  (ii) 
constituem uma  forma de  armazenamento de  energia;  (iii)  alguns  servem de precursores  a 
compostos biológicos mais  activos podendo, portanto, desempenhar  funções de  sinalização 











novo  a  partir  do  acetil‐CoA. Na  levedura  S.  cerevisiae  a  síntese  de  novo  dos  ácidos  gordos 
requer  diversos  enzimas  de  entre  os  quais  se  destacam  o  acetil‐CoA  carboxilase  (ACC1, 
também designado por FAS3) e o sistema enzimático sintase de ácidos gordos (FAS ‐ fatty acid 
synthase).  O  ACC1  catalisa  a  carboxilação  do  acetil‐CoA  pela  adição  de  CO2  para  formar 
malonil‐CoA,  servindo  este  último  como  dador  de  dois  carbonos  numa  série  de  reacções 






Figura  1  –  Sequência  reaccional  da  síntese  e  elongação  dos  ácidos  gordos. ACC, Acetil‐CoA  carboxilase;  KS,  3‐







catalisa  ciclos  de  reacções  químicas  com  vários  passos,  essenciais  a  todos  os  organismos 
(Lomakin  et  al.,  2007).  Apesar  de  apresentar  variações  estruturais  consideráveis  nas  suas 
estruturas moleculares consoante o organismo, o mecanismo de reacção é essencialmente o 
mesmo  em  todos  os  sistemas  biológicos.  O  sistema  é  composto  por  várias  actividades 
enzimáticas  [ac(et)il  transferase  (AC);  malonil/acetil‐  ou  malonil/palmitoil‐transferase  (AT, 
MPT); oxoacil sintase (KS); oxoacil redutase (KR); enoil desidratase (DH);   enoil redutase (ER);  
acil carrier protein (ACP); tioesterase (TE)], havendo uma organização estrutural específica em 





não  apenas  no  citoplasma,  mas  também  em  organelos  e  em  membranas  microssomais. 







ou  MPT,  malonil/acetil‐  ou  malonil/palmitoil‐transferase;  KS,  oxoacil  sintase;  KR,  oxoacil  redutase;  DH,  enoil 




A  levedura  S.  cerevisiae  possui  um  sistema multienzimático  FAS  tipo  Ia  citosólico, 
composto por duas subunidades, a subunidade α ou Fas2 (com 207,863 kDa) e a subunidade β 
ou  Fas1  (com  220,077  kDa),  codificadas  pelos  genes  FAS2  e  FAS1,  respectivamente.  Estas 
subunidades  são  proteínas  multifuncionais,  em  que  a  subunidade  Fas1  compreende  as 
actividades enzimáticas acetil  transferase  (AC), enoil reductase  (ER), enoil desidratase  (DH) e 
malonil/palmitoil‐transferase  (MPT),  enquanto  a  subunidade  Fas2  é  composta  pelas 
actividades enzimáticas acil carrier protein (ACP), 3‐oxoacil redutase (KR), 3‐oxoacil sintase (KS) 
e  fosfopanteteína  transferase  (PPT),  como  se  encontra  representado  na  Figura  3.  As 











compreende  as  actividades  AC‐ER‐DH‐MPT,  é  codificada  pelo  gene  FAS1;  a  subunidade α,  que  compreende  as 



































bem  definida  exige  uma  expressão  coordenada  dos  respectivos  genes  estruturais.  Nos 
eucariotas, a activação de genes por  sequências  localizadas a montante desses genes é um 





acting  element  localizados  a montante dos  genes,  apresentados na  Figura  4  (Chirala,  1992; 
Wenz et al., 2001). As regiões promotoras dos genes FAS1 e FAS2 apresentam locais de ligação 
aos  factores de  transcrição gerais Abf1, Reb1 e Rap1  (Chirala, 1992; Wenz et al., 2001). Foi 
visto que a remoção destes  locais da região promotora do gene FAS1  induz uma redução em 
40%  na  expressão  da  construção  FAS1‐lacZ  (Chirala,  1992).  Curiosamente,  estas  delecções 
reduzem a expressão do gene FAS1 sem, no entanto, afectarem a resposta à suplementação 
com ácidos gordos ou inositol.  
Através  da  delecção  das  regiões  promotoras  dos  genes  FAS1  e  FAS2  foi  também 
possível  identificar uma  sequência  comum  localizada a montante desses genes, a  sequência 
identificada  na  Figura  4  por  UASINO  (inositol‐sensitive  upstream  activating  sequence).  Esta 
sequência UASINO é a  responsável pela  resposta coordenada da expressão dos genes FAS1 e 
FAS2,  quando  as  células  são  suplementadas  com  os  precursores  lipídicos  inositol  e  colina 
(Wenz et al., 2001). A regulação transcricional dos genes dependentes do elemento UASINO é 
mediada pelo produto dos genes INO2 e INO4, os factores de transcrição com o mesmo nome 
(Ino2p  e  Ino4p,  respectivamente)  e  que  se  ligam  aos  motivos  UASINO.  Estes  factores  de 
transcrição  contêm  um motivo  estrutural  bHLH  –  basic  helix‐loop‐helix  –  e  ligam‐se  como 
heterodímero  Ino2p‐Ino4p à sequência de consensus WYTTCAYRTG (Schweizer and Hofmann, 
2004).  Esta  sequência  encontra‐se  presente  nos  motivos  UASINO  de  ambos  os  genes  FAS 





genes  que  possuem  o  elemento  UASINO  nos  seus  promotores. Mais  tarde  foi  visto  que  a 
expressão  dos  genes  FAS  é  reprimida  quando  há  aumento  do  inositol  intracelular, 
independentemente da presença de colina (Jesch et al., 2005). Para além da necessidade dos 






Figura  4  –  Representação  e  localização  dos  locais  de  regulação  da  expressão  dos  genes  FAS1  e  FAS2.  Estão 
evidenciados  os  locais  de  activação  da  transcrição  gerais  (Rap1,  Rep1,  Abf1)  e  a  sequência  UASINO,  cis‐acting 
elements localizados nas regiões promotoras a montante dos genes FAS1 e FAS2. Presume‐se que a sequência DRS, 







FAS1  e  FAS2  pode  explicar  a  sua  expressão  coordenada.  No  entanto,  são  necessários 
mecanismos  adicionais  para  assegurar  o  balanço  exacto  das  duas  subunidades  FAS,  como 
observado  in  vivo. Os  estudos  da  expressão  de  FAS2  numa  estirpe  fas1∆  e  de  FAS1  numa 
estirpe fas2∆, feitos por Wenz e colaboradores (Wenz et al., 2001), sugerem que os dois genes 





a  sequência DRS  (downstream  repression  site) presente na  região  codificante do gene  FAS2 
(Figura  4)  era  responsável  por  este  efeito  repressor. Quando  se  delectou  a  sequência DRS, 
houve uma desrepressão da expressão de FAS2, mesmo na ausência de FAS1. Portanto, FAS1 
obviamente  interfere  com  o  retardamento  da  transcrição  de  FAS2  dependente  de  DRS.  O 
mecanismo  pelo  qual  isso  acontece  é  ainda  desconhecido.  De  acordo  com  o  esquema 
hipotético apresentado na Figura 4, um excesso de subunidade β (codificada por FAS1) pode 
aliviar  a  acção  de  DRS  tanto  por  interacção  directa  ou  em  associação  com  um  factor  X 
desconhecido. Assim, a  síntese de  subunidade α é estimulada até um nível em que as duas 
subunidades  estão  presentes  em  concentrações  celulares  equivalentes  (Schweizer  and 
Hofmann, 2004). 
Os  níveis  celulares  de  FAS  estão  ainda  sujeitos  a  controlo  pós‐traducional.  Foi 
demonstrada a ocorrência de degradação das subunidades FAS não associadas, por proteases 
vacuolares (subunidade β) e citoplasmáticas (subunidade α) (Schweizer and Hofmann, 2004). 






A  membrana  plasmática  separa  fisicamente  os  componentes  intracelulares  do 
ambiente  extracelular,  controlando  a  entrada  e  saída  de  compostos.  A  sua  estrutura  é 
regulável,  podendo  reorganizar‐se  quando  sujeita  a  condições  extracelulares  adversas.  De 
entre  os  componentes mais  importantes  das  biomembranas  encontram‐se  os  fosfolípidos, 
estruturalmente  divididos  em  glicerofosfolípidos  e  em  esfingolípidos.  Embora  sejam 
estruturalmente distintos, as vias metabólicas destes dois grupos de fosfolípidos encontram‐se 
associadas, como é possível observar na Figura 5.  
A  fosfatidilcolina  (PC),  a  fosfatidiletanolamina  (PE),  o  fosfatidilinositol  (PI)  e  a 
fosfatidilserina (PS) são os principais fosfolípidos presentes nas membranas de S. cerevisiae. As 










e  por modificações  pós‐traducionais  (ex.  (des)fosforilação).  A  disponibilidade  de  nutrientes 
(zinco  e  azoto),  a  fase de  crescimento, o pH  e  a  temperatura  também  se  revelam  factores 







por  ser  um  intermediário  principal,  como  também  por  desempenhar  um  papel  ao  nível  da 
sinalização celular neste processo (Loewen et al., 2004). O PA é sintetizado de novo a partir do 
3‐fosfato  de  glicerol  (Gro‐3P)  que,  por  sua  vez,  é  transformado  em  ácido  lisofosfatídico 
(LisoPA) numa reacção catalisada pelo produto do gene GPT2, o enzima 3‐fosfato de glicerol 
aciltransferase. O PA pode ainda ser formado por outras vias, tais como (i) a acilação do ácido 
lisofosfatídico  pelo  lisoPA‐aciltransferase  (LPAAT);  (ii)  via  hidrólise  da  ligação  P‐O  da 
fosfatidilcolina  (PC) para produzir PA e  colina,  catalisada pelo  fosfolipase D  (codificado pelo 
gene  SPO14);  (iii)  por  fosforilação  do  diacilglicerol  (DAG),  catalisada  pelo  DAG  cinase  1 






com  o  PS  sintase,  a  actividade  do  PI  sintase  não  é  regulada  por  precursores  fosfolipídicos, 
fosfolípidos,  bases  esfingóides  ou  fosforilação. A  partição  de  CDP‐DAG  entre  PS  e  PI  não  é 
















regulados  pelo  inositol.  As  reacções  indicadas  são  catalisadas  pelos  seguintes  enzimas:  1.  3‐fosfato  de  glicerol 







29. DAGPP  fosfatase  (DPP1).  6P‐Glucose,  6‐fosfato  de  glucose;  1P‐Inositol,  1‐fosfato  de  inositol;  3‐P Glicerol,  3‐
fosfato de glicerol (Gro‐3P); LisoPA, ácido lisofosfatídico; PA, Ácido fosfatídico; DAGPP, pirofosfato de diacilglicerol; 
DAG,  Diacilglicerol;  TAG,  Triacilglicerol;  CDP‐DAG,  CDP‐diacilglicerol;  PI,  Fosfatidilinositol;  PIP,  4‐fosfato 
fosfatidilinositol;  PIP2,  4,5‐bifosfato  de  fosfatidilinositol;  IPC,  Inositol  fosfoceramida;  MIPC,  Manosilinositol 
fosfoceramida; M(IP)2C, Manosildiinositol  fosfoceramida;  3P‐PI,  3‐fosfato  fosfoinositol;  PG,  Fosfatidilglicerol;  CL, 



















































































































Na  Figura  5  estão  assinalados  os  genes  que  codificam  enzimas  envolvidos  na 
biossíntese dos fosfolípidos. Na  levedura S. cerevisiae a expressão desses genes é fortemente 










sistema  enzimático  FAS),  triacilgliceróis  (TAG),  esteróis  e  esfingolípidos  (Carman  and  Han, 
2009b). Alguns  dos  genes  envolvidos  na  síntese  destas moléculas  contêm  nas  suas  regiões 




Figura  6  –  Interacções  regulatórias  dos  factores  de  transcrição  envolvidos  na  expressão  dos  genes  FAS 
dependente  de  UASINO,  em  S.  cerevisiae.  As  interacções  que  activam  (a  verde)  ou  reprimem  (a  vermelho)  a 
transcrição dos genes FAS encontram‐se assinaladas com diferentes cores. Sin3, histone deacetylase complex; Ino2p 







Foi  visto  que  quando  é  adicionado  inositol  ao  meio  de  células  em  crescimento 
(aumento de  inositol), há uma alteração profunda do padrão celular  lipídico, ocorrendo uma 
reprogramação  dramática  da  síntese  e  turnover  dos  lípidos  celulares  (principalmente  dos 
lípidos  membranares)  (Gaspar  et  al.,  2006).  Por  outro  lado,  a  adição  de  inositol  induz  a 






meio de  cultura  foram um  aumento do  consumo de PA  (Jesch  et al., 2005) e de CDP‐DAG, 
precursores  intermediários do PI, observando‐se um aumento da velocidade de síntese de PI 
que,  simultaneamente,  desencadeia  uma  alteração  na  expressão  de  uma  série  de  genes 
(Gaspar et al., 2006). 
A expressão sincronizada destes genes  (que ocorre na ausência de  inositol)  requer a 
participação  de  Ino2p  e  Ino4p,  como  já  foi  referido.  Estes  dois  factores  ligam‐se  como 
heterodímeros à sequência UASINO (Jesch et al., 2005). Quando há um aumento dos níveis de 
inositol  no  interior  da  célula,  o  complexo  Ino2p‐Ino4p  interage  com  a  proteína  repressora 
Opi1p.  A  proteína  Opi1p,  por  sua  vez,  interage  também  com  Sin3  (histone  deacetylase 
complex), um desacetilase de histonas que provoca alterações na estrutura do DNA reprimindo 
a transcrição (Jesch et al., 2005) (Figura 6).  
O  regulador  negativo  Opi1p,  necessário  à  repressão  dos  genes  que  contêm  as 
sequências UASINO, foi localizado no retículo endoplasmático (RE) como parte de um complexo 
proteico do qual também faz parte a proteína Scs2p (membrane‐spanning protein). A proteína 
Opi1p  interage  com  a  proteína  Scs2p  através  de  um  domínio  denominado  FFAT,  e  esta 
interacção é necessária para a retenção da Opi1p no RE (Loewen et al., 2003). No entanto, a 
Opi1p  também  se  liga  ao  PA,  que  se  acumula  no  RE  como  intermediário  na  ausência  de 






























Os  inositóis  são  as  nove  formas  isoméricas  do  ciclohexanohexol,  com  a  fórmula 
empírica  C6H12O6.  São  um  grupo  de  moléculas  polares  pequenas  e  quimicamente  muito 
estáveis, que têm propriedades versáteis. Dos nove inositóis encontrados na natureza, o mio‐
inositol (D‐mio‐inositol) é a forma mais abundante. Porém, cinco das outras formas (scilo‐, epi‐, 





Figura 8 – Diversidade e nomenclatura dos  cinco  isómeros de  inositol mais  comuns na natureza. Adaptado de 
(Michell, 2008). 
 
As duas principais  fontes de  inositol  em  levedura e nos eucariotas  superiores  são  a 
biossíntese endógena e o uptake a partir do meio extracelular (Lai and McGraw, 1994), como 






Figura 9 – Vias para a biossíntese de  fosfolípidos, biossíntese de  inositol e uptake de  inositol em S. cerevisiae. 
Encontra‐se  apresentado  um  esquema  das  vias  relevantes.  PE,  fosfatidiletanolamina;  PDME, 






A  síntese  de  novo do  inositol parte do  6‐fosfato de  glucose  (G6P),  sendo  a  reacção 
catalisada pelo enzima 1‐fosfato de inositol sintase (Ino1p), codificado pelo gene INO1 (Figura 
9)  (Lai  and McGraw,  1994).  Este  enzima  catalisa  a  conversão  do  6‐fosfato  de  glucose  a  1‐
fosfato  de  inositol  (Ins‐1‐P),  que  é  depois  desfosforilado  a  inositol,  sendo  esta  reacção 
catalisada pelo enzima  Inm1p, codificado pelo gene  INM1. O gene  INO1 possui na sua região 
promotora a sequência UASINO  (Gaspar et al., 2006) sendo, portanto, um gene regulado pelo 
inositol. Deste modo,  tanto a actividade deste enzima  como a expressão do gene  INO1  são 
reprimidas quando o inositol está presente no meio de crescimento (Lai and McGraw, 1994). 
 O inositol pode ainda ser incorporado na célula a partir do meio extracelular (Figura 9) 
por  intermédio de  transportadores. A  levedura  S.  cerevisiae possui dois  transportadores de 
inositol  do  meio  extracelular  para  o  meio  intracelular,  as  proteínas  Itr1p  e  Itr2p,  que  se 
encontram  na  membrana  plasmática  e  que  são  codificadas  pelos  genes  ITR1  e  ITR2, 
respectivamente  (Lai and McGraw, 1994; Miyashita et al., 2003). Tanto a actividade como a 





a  localização  dos  transportadores  na  membrana  plasmática  é  regulada  pela  presença  de 
inositol. Foi demonstrado que após a adição de  inositol ao meio de cultura há um aumento 
drástico  da  velocidade  de  degradação  dos  transportadores,  diminuindo  assim  o  uptake  do 






















marcadores  de  selecção,  incluindo  marcadores  de  selecção  nutricional  (ex.  HIS3,  URA3), 




A  levedura  S.  cerevisiae  foi  o  primeiro  eucariota  cujo  genoma  foi  totalmente 
sequenciado (Goffeau et al., 1996). O seu genoma é pequeno, contendo numa célula haplóide 
cerca de 6000 genes em 16 cromossomas  (Hudson,  Jr. et al., 1997). Esta estirpe reproduz‐se 
quer  por  gemulação  (reprodução  assexuada)  quer  por  conjugação  (reprodução  sexuada). A 
viabilidade  dos  estados  haplóide  e  diplóide  possibilita  diversas  aplicações  genéticas, 
nomeadamente, a obtenção de estirpes com mais do que um gene mutado ou o estudo de 
mutações em genes recessivos, situação que em outros organismos mais complexos seria mais 
complicada  (Sherman,  2002).  Partilha  a  mesma  organização  subcelular  que  as  células 
eucariotas mais evoluídas (núcleo, mitocôndrios, complexo de Golgi) e variados enzimas, vias 
metabólicas  e  genes  reguladores  (Gralla,  1997).  Por  todas  as  características  referidas,  S. 
cerevisiae tornou‐se um dos organismos chave em investigação genética (Sherman, 2002). 
A versatilidade experimental aliada à notável conservação da  função génica ao  longo 
da  evolução,  faz  da  levedura  S.  cerevisiae  um  modelo  biológico  amplamente  requisitado, 
consistindo num ponto de partida para estudos de fenómenos biológicos (ex. stress oxidativo) 
e  processos  celulares  (ex.  vias  de  sinalização  celular)  em  eucariotas,  podendo  ser  os 
conhecimentos adquiridos posteriormente aplicados a eucariotas superiores. Como modelo de 
processos celulares fundamentais e vias metabólicas em humanos, melhorou o conhecimento 
e  facilitou  a  análise molecular de  variados  genes  associados  a doenças  (Snyder  and Kumar, 
2002). O aparecimento de várias patologias com origem em processos oxidativos aumentou o 
interesse  no  estudo  da  sua  origem  e  desenvolvimento,  nomeadamente  doenças 
















radicais  livres  resultantes  do  seu metabolismo.  Estes  produtos,  conhecidos  geralmente  por 
espécies reactivas de oxigénio (EROs), incluem um grande leque de moléculas que podem ser 
tidas  como oxidantes  (como o peróxido de  hidrogénio, H2O2) ou  redutoras  (como o  radical 
anião  superóxido, O2






como  aumento  da  pressão  de  oxigénio,  choque  térmico,  exposição  a  radiação  ionizante, 
metais  pesados  ou  oxidantes  químicos  (Jamieson,  1998; Moradas‐Ferreira  et  al.,  1996).  As 
EROs podem também ser formadas em concentrações elevadas durante processos de resposta 
imune  levadas  a  cabo  por  células  especializadas  do  sistema  imunitário,  os  fagócitos,  por 
exemplo  através  da  acção  do  enzima  NADPH  oxidase  –  explosão  respiratória  (Barja,  1993; 
Forman, 2007; Suzuki et al., 1997). 










organismos  tenham  desenvolvido  formas  de  protegerem  os  seus  componentes  celulares 
contra o stress oxidativo (Jamieson, 1998). Sob condições fisiológicas normais, os mecanismos 
de  defesa  antioxidantes  são  quase  certamente  adequados  para manter  as  EROs  em  níveis 
basais,  não  lesivos,  e  para  reparar  os  danos  celulares  infligidos.  As  defesas  primárias 
neutralizam  as  EROs,  enquanto  as  secundárias  reparam  ou  removem  os  produtos  do  dano 
oxidativo ao DNA, proteínas e lípidos (Moradas‐Ferreira et al., 1996). Todos os organismos que 
sobrevivem  à  custa  do metabolismo  aeróbio  são  continuamente  expostos  a  estes  agentes, 














O  H2O2  pode  ser  gerado  endogenamente  através  de  variadas  reacção  catalisadas 
enzimaticamente  (Chance  et  al.,  1979).  Uma  das  principais  fontes  endógenas  de  H2O2  é  a 
reacção de dismutação do O2
•‐,  catalisada pelos  superóxido dismutases  (SOD). O H2O2 pode 
também ser gerado directamente devido à actividade enzimática de oxidases ou ainda durante 
o processo de  β‐oxidação dos ácidos gordos  (Cai, 2005; Forman, 2007; Temple et al., 2005; 
Zhang  and  Gutterman,  2007).  Por  outro  lado,  o  H2O2  pode  igualmente  ser  produzido 
extracelularmente  em  concentrações  elevadas durante  a  resposta  imunitária  inata  levada  a 

















Em  concentrações  fisiológicas  (10‐9–10‐7  M),  têm  sido  atribuídas  várias  funções 
importantes ao H2O2 ao nível da sinalização celular: (i) indução da fosforilação de proteínas; (ii) 
indução dos níveis de Ca2+; (iii) alteração do grau de oxidação de tióis em proteínas específicas; 














H2O2  ao  longo do  tempo. Quando  se  adiciona H2O2 em  condições bolus,  a  concentração de 
H2O2  vai  decrescendo  ao  longo  do  tempo  (Figura  10B)  pelo  que  há,  frequentemente,  uma 
necessidade de  adicionar doses  iniciais de H2O2 muito elevadas, na ordem dos 10
‐5–10‐3 M, 
duas  a  cinco  vezes  superior  à  concentração  de  H2O2  encontrada  in  vivo.  Estes  níveis 
elevadíssimos de H2O2 representam um choque agudo não fisiológico, provocam modificações 









10B).  O  estado  estacionário  de  H2O2  é  obtido  adicionando  ao meio  de  cultura  uma  fonte 
geradora  de H2O2,  o  enzima  glucose  oxidase  (GO)  (Figura  10A),  que  compensa  o  consumo 
levado a cabo pelos peroxidases  intracelulares  (catalase e glutationo peroxidases). O enzima 













(2)  a  concentração  de  H2O2  é mantida  constante  durante  o  ensaio  devido  à  adição  de  glucose  oxidase  (GO), 















fornecido  numa  concentração  de  estado  estacionário  (concentração  de  H2O2  mantém‐se 
constante); (iii) na adição em bolus a dose efectiva de H2O2 entregue por célula é desconhecida 
porque  depende  tanto  da  densidade  celular  como  do  consumo  de  H2O2  pelo  meio  de 
crescimento,  o  que  torna  a  comparação  de  dados  entre  laboratórios  difícil;  (iv)  permite  a 
distinção de respostas celulares de acordo com a concentração de H2O2 que as desencadeia, 
contrariamente à adição em bolus, onde as  respostas celulares surgem  todas associadas;  (v) 
permite determinar a concentração de H2O2 ao longo do ensaio. 















têm  vindo  a  ser  amplamente  estudados  não  só  em  S.  cerevisiae mas  também  em  outros 
organismos.  Em  S.  cerevisiae  os  estudos  são  focados  essencialmente  nos  mecanismos  de 
remoção das EROs, nos danos causados e nos mecanismos de reparação dos mesmos.  
A  resposta  celular  ao  H2O2  consiste  numa  diversidade  de  respostas  de  sinalização 








em  outras  situações  de  stress  oxidativo.  Muitas  das  proteínas  cuja  expressão  génica  se 
encontra  alterada  em  resposta  ao  H2O2,  vêem  também  a  sua  expressão  alterada  quando 
expostas a outros fenómenos indutores de stress oxidativo que não os provocados pelo H2O2. 
Estas observações  indiciam uma  resposta  comum  entre  fenómenos de  stress  (Godon  et al., 
1998; Moradas‐Ferreira et al., 1996). 
Recorrendo  ao  uso  de  microchips  de  DNA  e  a  técnicas  genómicas  avançadas  foi 
possível observar alterações nos níveis de mRNA durante a resposta adaptativa ao H2O2. Foram 
observadas alterações em cerca de um terço do genoma de S. cerevisiae sendo que, de entre o 
grande número de  genes que  viram  a  sua  expressão  alterada,  aproximadamente 500  estão 
envolvidos na resposta a fenómenos de stress (Causton et al., 2001; Gasch et al., 2000). Destes 
são  induzidos  aqueles  associados  ao  metabolismo  glicídico,  resposta  ao  stress  celular  e 
geração de energia  (via glicólise). Os  reprimidos estão  ligados à  tradução e síntese proteicas 
(Godon et al., 1998). Foi observado que a resposta ao H2O2 caracteriza‐se principalmente por 
uma  forte  indução de  genes  associados  à destoxificação de EROs  (Superóxido dismutases – 
SOD  e  glutationo  peroxidases  –  GPx)  e  de  genes  relacionados  com  reacções  de  oxidação‐
redução intracelulares. Porém, estes resultados foram obtidos através da adição de uma dose 
bolus  (letal)  de  H2O2,  que  resulta  em  concentrações  de  H2O2  em  nada  semelhantes  às 
observadas  in  vivo. Neste  tipo  de  aproximação  experimental  a  resposta  observada  envolve 
muito mais genes devido quer à própria resposta da célula ao stress oxidativo quer à enorme 
alteração  do  estado  redox  da  célula,  havendo  uma  junção  de  diferentes  respostas  que 
conduzem  a  resultados  inespecíficos  e  em  muitos  casos  inconclusivos.  Recentemente,  foi 
estudada a resposta génica das células de S. cerevisiae adaptadas a 150 µM de H2O2 em estado 
estacionário  durante  90  min  (Pedroso,  2008)  (ver  capítulo  I.3.4).  Nestas  condições 











I.3.4.  A  regulação da expressão génica em  condições de adaptação ao H2O2 
em estado estacionário  
 
O  peróxido  de  hidrogénio  é  uma  ERO  que  é  continuamente  produzida  in  vivo  (i) 
intracelularmente,  como  produto  secundário  do  metabolismo  aeróbio,  e  (ii) 
extracelularmente,  como  resultado  da  activação  dos  fagócitos.  É  uma molécula  pequena  e 
neutra e, portanto, difunde‐se  facilmente através das membranas biológicas  (Pedroso et al., 
2009).  Recentemente,  foi  demonstrado  que  a  difusão  de  H2O2  através  da  membrana 
plasmática de S. cerevisiae limita a velocidade de consumo do H2O2 extracelular (Branco et al., 
2004; Sousa‐Lopes et al., 2004). Estas evidências refutam o paradigma vigente de que o H2O2 
se  difunde  livremente  através  das  biomembranas.  Este  novo  modelo  implica  que  sejam 
formados gradientes de H2O2 através das membranas (Pedroso et al., 2009). 
Um  dos  aspectos  mais  notáveis  da  resposta  das  células  à  presença  de  H2O2  é  a 
capacidade de se adaptarem à presença deste agente através da aquisição de resistência. Foi 
visto que  células expostas a doses  sub‐letais de H2O2  (150 μM H2O2 em estado estacionário 
durante 15‐90 min) conseguem adaptar‐se a exposições posteriores com doses letais (700 μM 
H2O2  em  estado  estacionário  durante  60  min)  através  da  aquisição  de  resistência.  Isto  é 
reflectido  numa  maior  velocidade  de  sobrevivência  das  células  quando  expostas  a 
concentrações letais do mesmo agente (Pedroso, 2008). 
Na  levedura  S.  cerevisiae  a  resposta  adaptativa  ao  stress  oxidativo  baseia‐se 
principalmente no aumento da expressão dos enzimas que catalisam a eliminação do H2O2 e 
dos  sistemas  responsáveis  pela  reparação  dos  danos  induzidos  pelo  H2O2  (Pedroso  et  al., 


















Um  dos  genes  cuja  expressão  se  encontra  reprimida  nos  instantes  iniciais  após 
exposição  a  doses  adaptativas  de H2O2  é  o  gene  FAS1  (Pedroso,  2008)  que  codifica  para  a 












15 min  30 min  60 min  90 min 
Metabolismo ergosterol 
ERG1  YGR175C  Esqualeno epoxidase  ‐2,2  
ERG3  YLR056W  C‐5 esterol desaturase ‐1,9   ‐2,0
ERG7  YHR072W  Lanosterol sintase  ‐1,4  
ERG2  YGR060W  C‐4 metil esterol oxidase ‐1,0  
ERG6  YML008C  ∆ (24)‐esterol c‐metiltransferase   ‐0,5
Metabolismo lípidos 
ELO1  YJL196C  Elongase  1,2  
ELO2  YCR034W  Elongase  ‐1,3  
ELO3  YLR372W  Elongase  ‐1,2 ‐1,1 
OLE1  YGL055W  Desaturase de ácidos gordo 1,1  
FAS1  YKL182W  Subunidade beta do ácido gordo sintase  ‐1,6  
FAS3  YNR016C  Acetil‐CoA carboxilase   1,3
LAC1  YKL008C  Componente do ceramida sintase ‐1,3 ‐1,4  
LIP1  YMR298W  Subunidade do ceramida sintase ‐1,8 









min,  respectivamente,  regressando  aos  valores  controlo  após  60  min  de  exposição.  Foi 
demonstrado pela primeira vez que o FAS tem um papel importante na resposta celular da S. 
































A  membrana  plasmática  separa  fisicamente  os  componentes  intracelulares  do 
ambiente extracelular, controlando a entrada e saída de compostos. A estrutura da membrana 
plasmática  é  regulável,  podendo  reorganizar‐se  quando  sujeita  a  condições  extracelulares 
adversas.  Na  levedura  Saccharomyces  cerevisiae,  a  velocidade  de  difusão  do  peróxido  de 
hidrogénio (H2O2) através da membrana plasmática diminui durante a adaptação ao H2O2 (dose 
baixa de H2O2), tornando as células mais resistentes a doses  letais de H2O2. Este aumento de 
resistência  ao H2O2  resulta  de  um  decréscimo  da  permeabilidade  da membrana  plasmática 
que, em conjunto com o aumento da actividade dos enzimas que removem o H2O2, leva a um 
aumento  do  gradiente  de  H2O2  através  da  membrana  plasmática.  A  alteração  da 
permeabilidade  ocorre  rapidamente  durante  a  adaptação,  e  é  acompanhada  por  um 






uma diminuição da  respectiva  actividade enzimática. O  gene  FAS1 pertence  a um  grupo de 
genes  regulados pelo  inositol,  sendo  a  sua  expressão  reprimida quando  aumenta o  inositol 
intracelular. Por outro  lado, o aumento de  inositol  induz uma profunda alteração do padrão 
celular  dos  lípidos,  o  que  poderá  influenciar  a  composição/organização  da  membrana 
plasmática com consequências ao nível da permeabilidade da membrana plasmática.  
O  objectivo  deste  trabalho  insere‐se  na  tentativa  de  compreender  os mecanismos 
moleculares  envolvidos na  regulação do  gene  FAS1  induzidos pelo H2O2. Como hipótese  de 
trabalho  propõe‐se  que  o H2O2  reprime  a  expressão  do  gene  FAS1  através  da  indução  dos 
níveis  de  inositol  nas  células  de  S.  cerevisiae.  Para  testar  esta  hipótese  é  proposta  uma 
abordagem qualitativa e quantitativa usando metodologias complementares de bioquímica e 




















d) O  aumento dos níveis de  inositol  induzido pelo H2O2  leva  à  alteração da  expressão de 
vários genes 
Abordagem  experimental: Quantificação  de  diversos  transcritos  regulados  pelo  inositol  por 
PCR quantitativo em tempo real (real‐time Q‐PCR) 
 




























fases 1PS  foi obtida da Whatman  (Kent, UK). A membrana TYPE HA 0,45  μm do  sistema de 
vácuo para recolha das células foi obtida da Millipore (Billerica, MA, USA). O kit de extracção 
de RNA total de S. cerevisiae foi adquirido à Ambion (Austin, TX, USA). A DNase I e o kit para a 
síntese  da  primeira  cadeia  de  cDNA  RevertAidTM  H  Minus  Reverse  Transcriptase  foram 






Ao  longo  do  trabalho  experimental  foram  utilizadas  as  estirpes  “selvagem”  BY4741 






















Complete)  (Branco  et al., 2004). O meio  SC é  constituído por  glucose 2%  (m/v), YNB 6,85% 
(m/v), aminoácidos e bases – Triptofano 0,005%  (m/v), Histidina 0,01%  (m/v), Leucina 0,01% 
(m/v), Adenina  0,0025%  (m/v), Uracilo  0,0025%  (m/v),  Treonina  0,02%  (m/v),  Serina  0,04% 
(m/v),  Arginina  0,002%  (m/v),  Metionina  0,002%  (m/v),  Tirosina  0,003%  (m/v),  Isoleucina 






2%  (m/v). O  armazenamento  foi  feito:  a)  em placas  com meio  YPD  sólido,  a 4  ⁰C  (com um 
















Foi  necessário  realizar  um  estudo  do  perfil  de  crescimento  das  estirpes  (wt,  opi1Δ, 










As  culturas  foram  inoculadas  a  0,03 OD600/mL  a  partir  de  pré‐culturas,  colocadas  a 






A medição  foi  realizada  adicionando  a  400 μL  de  água uma  alíquota de  400 μL da  cultura, 
adicionando seguidamente 10 μL de uma solução de catalase 1 mg/mL. O sinal do eléctrodo 
corresponde  ao oxigénio  libertado pela dismutação  do H2O2. A partir desse  sinal  é possível 
determinar  a  concentração  de  H2O2  presente  na  cultura  num  determinado  instante, 
recorrendo a uma curva de calibração  feita diariamente. A curva de calibração  foi  feita com 







cada  ensaio  e,  para  que  este  valor  pudesse  ser  utilizado  para  o  cálculo  dos  volumes  de 
adaptação para estabelecer o estado estacionário de H2O2, efectuou‐se uma normalização em 
























Foi  efectuada  a quantificação do H2O2 presente nas  culturas  ao  longo do  tempo de 
adaptação,  com o  intuito de  confirmar  a  criação do  estado  estacionário  à  concentração de 
H2O2 pretendida. 
Como ao  longo do tempo dos ensaios a densidade óptica da cultura vai aumentando, 
significando  um maior  número  de  células,  o  consumo  de H2O2  é  cada  vez mais  acentuado. 
Portanto, a concentração de H2O2 na cultura vai diminuindo, pelo que é necessário repor tanto 







foram  adicionados  50  μL  de  uma  solução  de  glucose  oxidase  0,0531U  diluída  1000x. 
Assumindo  uma  reacção  de  primeira  ordem,  a  actividade  em  μM/min  corresponderá  ao 














Ito e  colaboradores  (Ito  et al., 1983). A  transformação  foi  feita  a partir de uma pré‐cultura 






tubos  eppendorf  de  1,5  mL,  a  mistura  de  reacção  de  transformação  contendo  50  μL  de 
suspensão celular, 5  μL  (~100 µg) do DNA plasmídico  (pTL212), 5  μL de DNA carrier  (25  μg) 
previamente desnaturado na placa  térmica a 90  ⁰C durante 2 min, e 300 μL de uma solução 
LiAc/TE com PEG 40% (m/v). Após incubação a 30 ⁰C, durante 30 min com agitação a 160 rpm, 
a mistura  de  reacção  de  transformação  incubou  a  42  ⁰C  durante  20 min.  No  final  desta 










Foram  recolhidos  800  μL  da  cultura  para  um  tubo  eppendorf  (controlo)  e  procedeu‐se  à 
adaptação das células com 150 μM de H2O2 em estado estacionário. Foram também recolhidos 
800  μL  da  cultura  aos  vários  tempos  de  adaptação.  Centrifugou‐se  a  suspensão  celular 
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equivalente  a  cada  amostra  durante  1 min  a  8  500  x  g  (centrífuga  Eppendorf miniSpin)  e 
recolheram‐se 10 μL do sedimento celular para a montagem de uma lâmina de microscópio e 
lamela.  A  emissão  de  fluorescência  por  parte  das  células  foi  observada  num microscópio 
Olympus BX41, tendo‐se procedido à recolha de  imagens utilizando uma máquina fotográfica 



















min  (centrífuga  Sigma  302).  Os  sedimentos  celulares  obtidos  foram  congelados  em  azoto 
líquido e guardados a – 80 ⁰C até se proceder à extracção dos  lípidos totais. Para a extracção 
dos  lípidos  totais,  os  sedimentos  celulares  foram  ressuspendidos  num  total  de  30 mL  de 
tampão  TFK  0,1M  pH  7,4.  Transferiu‐se  os  ressuspendidos  para  um  tubo  do  rotor  JA‐20 
(centrífuga Beckman J2‐21 M/E) e centrifugou‐se a 8 000 rpm (5 000 x g), 10 min. Adicionou‐se 
ao sedimento 1,5 mL de solução tampão TFK 0,1M pH 7,4, 2 volumes de glass beads e 15 µl de 




























quantificação  de  fosfatos  totais.  Desenvolveu‐se  o  cromatograma  na  primeira  dimensão 
usando  o  sistema  de  eluentes  clorofórmio:metanol:amónia  (65:35:5).  Retirou‐se  a  placa  da 
câmara de eluição e deixou‐se secar muito bem ao ar na hotte. Rodou‐se a placa 90⁰ para a 
esquerda  e  desenvolveu‐se  o  cromatograma  na  segunda  dimensão  usando  o  sistema  de 
solventes  clorofórmio:acetona:metanol:ácido acético:água  (50:20:10:10:5). Após  secagem da 







ensaio  de  Bartlett  (Dittmer  and  Wells,  1969).  Retirou‐se  as  porções  de  sílica  onde  se 
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encontravam  as manchas  correspondentes  a  cada  um  dos  fosfolípidos  e  transferiu‐se  para 
tubos  de  ensaio  novos.  Retirou‐se  3  porções  de  sílica  de  regiões  onde  não  eram  visíveis 
manchas  correspondentes  a  fosfolípidos  para  utilizar  como  branco.  Preparou‐se  amostras 
padrão contendo 0, 20, 40, 60, 80, 100 e 120 µL de uma solução NaH2PO4 0,5 mM. Adicionou‐
se  a  todos  os  tubos  (padrões  e  amostras  com  sílica)  0,3 mL  de  ácido  perclórico  70%  (v/v). 
Aqueceram‐se as amostras durante 45 min a 170 ⁰C num banho de areia. Adicionou‐se 1 mL de 
água destilada, 400 µL de uma solução de molibdato de amónio 1,24% (m/v) e 400 µL de ácido 
ascórbico  5%  (m/v)  a  todos  os  tubos  (padrões  e  amostras).  Aqueceram‐se  todos  os  tubos 
durante 5 min a 100 ⁰C. Deixou‐se sedimentar a sílica dos tubos das amostras e transferiu‐se 













volume de CuSO4:5H2O 0,1%  (m/v),  tartarato de  sódio 0,2%  (m/v) e Na2CO3  a 10%  (m/v), 2 
volumes  de  SDS  5%  (m/v)  e  1  volume  de  NaOH  0,8  M.  Agitou‐se  e  esperou‐se  10  min. 
Seguidamente, adicionou‐se o  reagente de Folin diluído 1/7 a  todos os  tubos e agitou‐se de 













A  transcrição  reversa  seguida  de  PCR  quantitativo  (quantitative  polymerase  chain 
reaction), ou Q‐PCR, é um método bastante sensível para quantificação de transcritos génicos 
(Udvardi et al., 2008), podendo detectar variações muito pequenas na expressão génica (Nailis 
et al., 2006). A disponibilidade de  fluoróforos de  ligação específica a dsDNA,  tais como SYBR 





No  presente  trabalho  experimental  a  quantificação  dos  mRNA  foi  feita  por  PCR 
quantitativo em tempo real  (real‐time Q‐PCR) em dois passos, onde o produto de uma única 
reacção  de  PCR  é  usado  como  template  em  múltiplas  reacções  de  PCR.  Usou‐se  um 
procedimento  de  isolamento  de  RNA  de  forma  a  que  se  produzisse  RNA  total  de  grande 
qualidade  (kit da AMBION) a partir de  todas as amostras a serem analisadas. Seguidamente, 
digeriu‐se o RNA purificado com DNase  I para  remover o DNA genómico contaminante, que 
pode actuar  como  template durante a  reacção de PCR. Confirmou‐se a  inexistência de DNA 
genómico nas amostras de RNA  tratadas após uma  reacção de amplificação por PCR usando 
um  par  de  primers  que  amplificam  apenas  sequências  de  DNA.  A  análise  dos  produtos 
resultantes  foi  feita por separação electroforética num gel de agarose de elevada  resolução. 




analisados por  separação electroforética num gel de agarose de elevada  resolução. O  cDNA 












A preparação do RNA  total  foi  feita usando o kit da AMBION para extracção de RNA 
total de levedura S. cerevisiae, de acordo com o protocolo dos fornecedores. 
O  RNA  total  foi  preparado  a  partir  de  75 mL  de  cultura  a  0,15  OD600/mL  em  fase 
exponencial de crescimento, sem ou com adaptação das células a 150 μM de H2O2 em estado 




apresentada:  480  μL  da  solução  de  lise,  48  μL  de  SDS  10%  (m/v)  e  480  μL  da  solução 
fenol:clorofórmio:álcool  isoamílico, sendo as células completamente  lisadas após a adição de 
750 μL de beads Zirconia e agitadas num vortex durante 10 min. Seguidamente, centrifugou‐se 
a  suspensão  celular  a  16  000  x  g  durante  5  min  à  temperatura  ambiente  na  centrífuga 
Eppendorf miniSpin e transferiu‐se 400 μL da fase aquosa para tubos falcon frescos de 15 mL. 















Para  remover  o DNA  genómico  contaminante  que  pudesse  ainda  estar  presente  no 




Para o  tratamento de 2  μg do RNA  total preparado em  III.3.8.1.  com DNase  I, num 
volume  final de 20 µL, adicionou‐se 2  μL da solução  tampão de DNase buffer 10x e 2 µL de 
DNase  I  (Fermentas).  Incubou‐se  a  mistura  a  37  ⁰C  durante  30  min.  Após  esse  tempo, 
adicionou‐se 1 μL de EDTA 25 µM e  incubou‐se a 65  ⁰C durante 10 min. As amostras  foram 






A  ausência  de  DNA  nas  amostras  tratadas  com  DNase  I  foi  confirmada  após  uma 
reacção de amplificação por PCR usando um par de primers que apenas amplificam sequências 











































III.3.8.4. Síntese  da  primeira  cadeia  de  cDNA  usando  RevertAidTM  H  Minus  Reverse 
Transcriptase (Fermentas) 
 





de  dNTP  (10  mM  cada)  e  1  µL  RevertAid  H  Minus  Reverse  Transcriptase  (200  U/µL).  O 













O  cDNA obtido no ponto anterior  foi analisado por PCR quantitativo em  tempo  real 


























































































Os  extractos  totais  para  o  doseamento  do  inositol  foram  obtidos  de  acordo  com  o 
método  descrito  por Azab  e  colaboradores  (Azab  et  al.,  2009),  com  algumas modificações. 
Inoculou‐se 1500 mL de meio SC a partir de uma pré‐cultura da estirpe wt, a uma densidade 
celular  de  0,03 OD600/mL  e  recolheu‐se  as  células  a  0,15 OD600/mL,  após  vários  tempos  de 
adaptação  das  células  com  150  μM  de  H2O2  (5  e  10  min)  ou  sem  adaptação.  As  células 
























com  ácido  perclórico  de  acordo  com  o  método  descrito  por  Ashizawa  e  colaboradores 
(Ashizawa et al., 2000). 





































As  amostras  liofilizadas  foram  incubadas  com  50  μL  de  uma  solução  de  hexocinase 
[200 mM  tampão  Tris–HCl,  400 mM  trifosfato  de  adenosina  disódico  (ATP‐2Na)  (o  pH  da 
solução foi ajustado a 8,6 pela adição de 10M NaOH) e 115 U/mL hexokinase], durante 1 hora 
a 37 ⁰C para eliminar a glucose (que interfere com o ensaio) (Ashizawa et al., 2000), tendo sido 








Os  níveis  de  inositol  intracelulares  foram  determinados  tendo  por  base  o método 
descrito  por  Ashizawa  e  colaboradores  (Ashizawa  et  al.,  2000),  com  algumas modificações. 
Trata‐se de um método espectrofotométrico enzimático. Baseia‐se na oxidação do mio‐inositol 









Figura  11  –  Esquema  reaccional  do  método  espectrofotométrico  enzimático  de  doseamento  do  inositol 
intracelular. O mio‐inositol (MI) é oxidado pelo enzima mio‐inositol desidrogenase (MIDH), sendo o NAD+ reduzido. 





padrão  ou  extracto  celular  tratado  com  50  μL  de  reagente MI  (constituído  pelos  seguintes 














calibração  e  dos  extractos  celulares  consistiram  em  amostras  submetidas  ao  mesmo 
tratamento das amostras normais, mas às quais não foi adicionado MIDH. 






















independentes.  A  comparação  de  valores  entre  dois  grupos  distintos  foi  feita  realizando  o 
teste t de Student bilateral, assumindo variâncias iguais entre os grupos. Um valor de p < 0,05 






































Assim,  a  ordem  de  trabalhos  proposta  nos  objectivos  foi  alterada.  São,  portanto, 
apresentados  primeiramente  os  resultados  referentes  à  translocação  da  proteína Opi1p  do 
retículo endoplasmático para o núcleo das células quando submetidas a 150 μM de H2O2 em 
estado estacionário. Seguidamente, os resultados relativos à quantificação dos fosfolípidos e à 
expressão  dos  diversos  transcritos  regulados  pelo  inositol.  Finalmente,  os  resultados 






A  translocação da proteína Opi1p do  retículo endoplasmático  (RE) para o núcleo das 
células  já  foi observada em Saccharomyces cerevisiae, por microscopia de  fluorescência, por 
Loewen e  colaboradores  (Loewen  et al., 2004). Os  autores  recorreram  a uma estirpe opi1∆ 
transformada com um plasmídeo que possui uma região GFP‐Opi1p. Submeteram as células a 
uma dose de 100  μM de  inositol e  recolheram  imagens a  vários  tempos de  incubação. Nas 
células controlo (não incubadas com inositol) observou‐se fluorescência apenas na periferia do 









hipótese  de  que  o  H2O2  induz  o  aumento  dos  níveis  de  inositol  no  interior  das  células.  É 






Os  estudos  da  adaptação  de  S.  cerevisiae  ao  H2O2  são  normalmente  feitos  com  as 
células  em  fase  exponencial  de  crescimento. Nesta  fase  as  células  encontram‐se  em maior 
actividade metabólica, transcricional e traducional, pelo que a resposta adaptativa ao stress é 
mais robusta e eficaz (Sousa‐Lopes et al., 2004). 




analisar  se  tanto  a  mutação  no  gene  OPI1  como  a  transformação  têm  efeitos  no 
funcionamento metabólico e biológico da  levedura. Por outro  lado, este estudo é  importante 



















gráfica de OD600/mL vs. tempo (min) para as estirpes:  estirpe wt;  estirpe opi1Δ;  estirpe opi1Δ + GFP‐Opi1p. 








taxa de crescimento específico  (µ) e o tempo de geração  (tg) a partir da  fase exponencial de 





opi1∆  e  opi1∆  +  GFP‐Opi1p,  a  partir  das  respectivas  curvas  de  crescimento.  Os  resultados  apresentados 































Tal  como  já  havia  sido  observado  em  estudos  anteriores,  a  estirpe  wt  demora 
aproximadamente 90 min a duplicar a sua população  (tg = 91,810 േ 6,839 min). Esperava‐se 










Este  fenómeno pode  ser explicado pelo  facto de as  células estarem  transformadas  com um 
plasmídeo não integrativo multicópia. Desta transformação resultam elevados níveis de Opi1p 














































A  actividade  do  enzima  glucose  oxidase  no  meio  SC  foi  determinada  conforme 
explicado  em  III.3.4. Determinou‐se  uma  actividade  de  27,392  μM/min,  correspondente  ao 
declive  da  recta  ajustada  aos  pontos  do  gráfico  da  [H2O2]  (μM)  vs  tempo  (min).  Tendo  em 









‐1.(OD/mL)‐1)  obtidos,  considerando  a  normalização  referida  encontram‐se 
apresentados no Quadro 7 e representados na Figura 14. 
Analisando os valores de consumo de H2O2 para as estirpes wt, opi1∆ e opi1∆ + GFP‐















wt, opi1∆ e opi1∆ + GFP‐Opi1p. Os  resultados do  consumo de H2O2  (min
‐1.(OD/mL)‐1)  correspondem à media േ 
desvio padrão de pelo menos três experiências  independentes considerando as OD/mL medidas no  início de cada 
ensaio  (variável de dia para dia). As  constantes de  consumo k  (min‐1)  foram  calculadas  com base nos  consumos 




k (min‐1)  0,015 0,013 0,009 
Consumo de H2O2 (min











Para  uma  melhor  compreensão  destes  resultados  seria  interessante  comparar  a 






























podem  indiciar  diferentes  actividades  de  catalase  e  glutationo  peroxidase.  O  aumento  de 
actividade destes enzimas poderá indicar uma desrepressão dos genes envolvidos na resposta 
ao  H2O2  e  que  afectam  a  permeabilidade  da membrana  plasmática  a  este  agente.  Nestas 













IV.1.3.  Visualização  da  translocação  nuclear  do  factor  GFP­Opi1p  por 
microscopia de fluorescência 
 
Uma  vez  estabelecidas  as  condições  de  adição  de  150  μM  de  H2O2  em  estado 
estacionário à  cultura opi1Δ + GFP‐Opi1p, analisou‐se a  translocação nuclear do  factor GFP‐
Opi1p. 






um  controlo  de  auto‐fluorescência  recorrendo  à  estirpe  opi1Δ  não  tido  sido  observada 
fluorescência para as células desta estirpe (dados não apresentados). Relativamente às células 
opi1Δ + GFP‐Opi1p controlo, não sujeitas a incubação com H2O2, foi possível observar de forma 
clara a marcação apenas na periferia do núcleo  (Figura 15A),  indicando que a GFP‐Opi1p  se 
encontra localizada externamente à membrana nuclear. Quando se submeteu as células a uma 
dose de 150 μM de H2O2 em estado estacionário observou‐se um aumento da intensidade de 




















































































































































































































a  150  μM  H2O2  em  estado  estacionário  aos  20 min.  Perfil  de  intensidade  de  fluorescência  de:    células 









de  expressão  diferente.  Para  uma melhor  quantificação  do  fenómeno  observado,  em  cada 
preparação, células controlo e adaptadas com H2O2 aos 10 e 20 min, foi contado o número de 
células correspondentes aos vários fenótipos observados, tendo‐se achado por bem distribuí‐












































várias  imagens  recolhidas  e  das  contagens  efectuadas,  representou‐se  graficamente  a 
percentagem de células com os fenótipos maioritários (a e b) relativamente ao total de células 
contadas, para as células controlo e células submetidas a 150 μM de H2O2 durante 10 e 20 min, 




















Os  dados  apresentados  confirmam  a  translocação  da  proteína  Opi1p  do  retículo 
endoplasmático para o núcleo das células quando estas são expostas a uma dose sub‐letal de 







































crescimento,  há  uma  reprogramação  dramática  da  síntese  e  turnover  dos  lípidos  celulares 
(Gaspar et al., 2006) que, em última análise, poderá influenciar a composição/organização da 
membrana  plasmática  com  resultados  na  permeabilidade  da mesma.  Sabe‐se  ainda  que  o 
inositol é um dos factores responsáveis pelo controlo transcricional dos genes que codificam 
para muitos  dos  enzimas  necessários  à  biossíntese  de  fosfolípidos.  Além  disso,  viu‐se  que 
muitas das actividades enzimáticas para a biossíntese de  fosfolípidos são  reprimidas quando 
células de levedura são expostas a inositol (Gaspar et al., 2006; Jesch et al., 2005). 
Vários  autores  viram  que  as  principais  alterações  observadas  devidas  à  adição  de 
inositol ao meio de  cultura  foram um aumento do consumo de PA  (Jesch et al., 2005) e de 















estacionário, por  TLC bidimensional. Os  tempos de  adaptação  ao H2O2  foram  escolhidos de 
acordo  com  os  resultados  da microscopia  de  fluorescência.  Na  análise  da  translocação  da 
Opi1p para o núcleo,  foi visto que quando as células  foram expostas a doses adaptativas de 
H2O2, aos 10 min de adaptação  já se observou um número significativo de células marcadas 
fluorescentemente no núcleo,  sendo que  aos 20 min  já  a proteína Opi1p  se  encontrava no 
núcleo  da  maioria  das  células  visualizadas.  Foram,  portanto,  escolhidos  os  tempos  de 
adaptação de 10 e 20 min para análise dos níveis de fosfolípidos. Partindo do pressuposto que 
as  alterações  que  se  pretendem  observar  nos  níveis  dos  fosfolípidos  ocorrem  antes  deste 
mecanismo de translocação, escolheu‐se o tempo de 5 min como referência para as alterações 
ocorridas nos momentos iniciais de exposição ao H2O2 
Quantificou‐se,  então,  os  níveis  de  fosfolípidos  em  extractos  totais  de  células  wt 
controlo e expostas a 150 μM de H2O2 em estado estacionário aos 5, 10 e 20 min de adaptação 
a este agente, encontrando‐se os resultados apresentados no Quadro 8 e na Figura 18. 
Analisando os  resultados da  Figura 18 e após o  tratamento estatístico dos mesmos, 









uma  translocação  da Opi1p  para  o  núcleo  das  células,  que  resulta  de  uma  diminuição  dos 
níveis de PA, esperar‐se‐ia observar uma diminuição durante a adaptação das células ao H2O2, 




neste  compartimento  e  poder  concluir  acerca  do  efeito  do  H2O2  sobre  esses  níveis  e, 











CL  PE PA PC PS  PI 
Controlo  0,26 േ 0,08  3,56 േ 0,51 0,48 േ 0,17 3,74 േ 0,46 0,79 േ 0,12  4,37 േ 0,53
Adaptação 
150 μM H2O2 
5 min  0,25 േ 0,10  4,23 േ 1,32 0,69 േ 0,19 3,71 േ 0,70 0,61 േ 0,30  4,52 േ 1,01
10 min  0,24 േ 0,21  3,03 േ 0,36 0,46 േ 0,15 3,51 േ 0,92 0,60 േ 0,36  3,79 േ 0,59





estado estacionário.  Células controlo;   Células adaptadas a 150 μM H2O2 aos 5 min;   Células adaptadas a 































observou‐se  também  um  aumento  dos  níveis  deste  fosfolípido  aos  20  min  de  adaptação 





É  interessante  referir  que  as  alterações  dos  níveis  de  fosfolípidos  induzidos  pelo 
inositol  observadas  por  Gaspar  e  colaboradores  (Gaspar  et  al.,  2006)  representam  uma 
situação  em  que  as  células  crescem  na  presença  de  75  μM  de  inositol,  sendo  os  níveis  de 
fosfolípidos  destas  células  comparados  aos  de  células  que  crescem  na  ausência  de  inositol 
(controlo). No presente estudo, as  células  crescem normalmente na presença de 11  μM de 
inositol, o que poderá não facilitar a visualização de alterações nos níveis totais de fosfolípidos 
após o  tratamento  com 150  μM de H2O2 em estado estacionário, podendo este  tratamento 
induzir apenas pequenas alterações nos níveis de inositol, não atingindo os 75 μM de inositol 
utilizados no estudo anterior. 
Relativamente à proporção de  cada  fosfolípido nas  células  controlo observou‐se, do 
fosfolípido presente em maior quantidade para o fosfolípido presente em menor quantidade, 
PI > PC > PE > PS > PA > CL (Figura 18). Há que referir que esta ordem não se alterou quando foi 
contabilizado o  total de  fosfolípidos em cada ensaio  (dados não apresentados). Comparando 
estes valores com os obtidos por Iwanyshyn e colaboradores (Iwanyshyn et al., 2004), PC > PE 
> PI > PS > PA > CL, é possível observar que há diferenças para os  fosfolípidos presentes em 
maior  quantidade.  No  entanto,  estas  discrepâncias  podem  ser  explicadas  analisando  os 
resultados apresentados por Daum e  colaboradores  (Daum et al., 1999), onde  se observam 
diferenças nas proporções dos vários fosfolípidos em diferentes tipos de células. Porém, estas 
diferenças  podem  também  ser  justificadas  pelas  diferentes  composições  dos  meios  de 
crescimento  utilizados.  No  presente  trabalho  experimental,  as  células  crescem  num  meio 
sintético  (meio  pobre)  na  presença  de  11  μM  inositol. O meio  de  crescimento  das  células 
utilizado por Iwanyshyn e colaboradores (meio sintético) é totalmente desprovido de inositol. 








As  dificuldades  na  análise  dos  níveis  dos  fosfolípidos  devem‐se  essencialmente  à 
sensibilidade  da  técnica.  A  TLC  é  uma  técnica  sujeita  a  bastantes  erros,  sendo  que  os 
resultados  vêm  afectados  por  eles.  Esses  efeitos  são  notórios  essencialmente  para  os 
fosfolípidos  cujos  níveis  são  reduzidos,  como  o  caso  do  PA,  não  sendo  possível  observar 
diferenças  significativas  entre  células  controlo  e  adaptadas  ao  H2O2.  Por  este  motivo,  é 
necessário  um  grande  número  de  replicados  experimentais.  Futuramente,  poder‐se‐ia 
quantificar os níveis dos fosfolípidos através de técnicas mais sensíveis, recorrendo a marcação 
com  isótopos  radioactivos, como  32Pi e 
32P, como  já  foi  feito por  Iwanyshyn e colaboradores 
(Iwanyshyn  et  al.,  2004)  e  por  Jani  e  Lopes  (Jani  and  Lopes,  2009),  respectivamente.  O 
isolamento  de  fracções  celulares,  no  sentido  de  analisar  o  que  acontece  aos  níveis  dos 














função  repressora  da  transcrição  dos  genes  que  possuem  a  sequência  UASINO  nos  seus 




ao aumento dos níveis de  inositol  induzidos pelo H2O2, quantificou‐se  vários  transcritos por 
PCR quantitativo em tempo real. 





aumento.  Os  genes  INO1  e  INM1,  cujos  produtos  estão  envolvidos  na  síntese  de  novo  de 
inositol a partir de 6P‐glucose (Figura 5), foram escolhidos devido à sua importância na síntese 
endógena de  inositol. O gene  ITR1, que codifica para o  transportador  Itr1p,  foi seleccionado 
devido à sua relevância no mecanismo de transporte de inositol do exterior para o interior da 
célula. O gene INO2 codifica para o factor de transcrição Ino2p, um dos factores que se liga à 
sequência  UASINO,  que  tal  como  se  disse  anteriormente  é  uma  sequência  regulada  pelo 
inositol. A análise da sua expressão é também de extrema importância visto estar a estudar‐se 
os  mecanismos  moleculares  da  expressão  do  gene  FAS1,  um  dos  genes  que  possuem  a 
sequência UASINO nas suas regiões promotoras. É de referir que quer o INO1, quer o ITR1, quer 
o INO2, são genes regulados pelo inositol. 
Foram  ainda  seleccionados  alguns  genes  relevantes  nas  vias  de  biossíntese  dos 
fosfolípidos. O gene PIS1 está envolvido na síntese de PI a partir do inositol e de CDP‐DAG. O 
gene GPT2 codifica o enzima 3‐fosfato de glicerol aciltransferase 2,  importante na conversão 
de  3‐fosfato de  glicerol  a  ácido  lisofosfatídico, que  é depois  convertido  a  PA. O  gene CDS1 
responsável pela codificação do enzima CDP‐diacilglicerol sintase, que catalisa a conversão de 
PA  em  CDP‐DAG. O  gene  CHO1,  que  codifica  o  enzima  fosfatidilserina  sintase  (PS  sintase), 
envolvido  na  síntese  de  PS,  é  relevante  para  a  análise  da  via  de  novo  da  biossíntese  dos 




aos  10,  20  e  40 min de  adaptação das  células  a  uma dose  de  150  μM  de H2O2  em  estado 
estacionário, por comparação com células controlo. Os tempos de adaptação escolhidos estão 
relacionados  com  as  alterações  observadas  nos  estudos  de  translocação  da  Opi1p  para  o 
núcleo das células por microscopia de fluorescência, já explicado anteriormente. Observou‐se 





III.3.9.1.,  sendo  posteriormente  quantificados  no  NanoDrop.  De  forma  a  remover  o  DNA 
contaminante que possivelmente estaria presente no extracto de RNA  tratou‐se as amostras 
com DNase I (Fermentas), que degrada o ssDNA e o dsDNA. Para confirmar a ausência de DNA 
































A  síntese  de  cDNA  foi  confirmada  por  PCR  utilizando  os  primers  do  gene  ZWF1,  tal  como 











































































































































































































































































Figura  21  –  Variações  da  expressão  de  vários  genes,  devidas  à  exposição  a  150  μM  de  H2O2  em  estado 
estacionário em S. cerevisiae.  C, células não tratadas com H2O2;  10’, células tratadas com 150 µM de H2O2 em 
estado estacionário durante 10 min;  20’, células tratadas com 150 µM de H2O2 em estado estacionário durante 









































































































































o  facto  de  o  gene  INO2  estar  reprimido  não  significa  que  a  proteína  Ino2p  (factor  de 
transcrição)  não  esteja  em  quantidade  e  com  actividade  suficientes  para  exercerem  a  sua 








enzima  CDP‐diacilglicerol  sintase  que  catalisa  a  conversão  de  PA  em  CDP‐DAG,  e  uma 
diminuição  da  expressão  de  URA7  (igualmente  observada  por  Gasch  e  colaboradores), 
envolvido na  síntese  de CTP que  actua  como  cofactor nesse processo de  conversão, o que 
indica que poderá estar a ocorrer uma acumulação de PA, conduzindo ao aumento dos níveis 
deste  fosfolípido  intracelularmente. Na  verdade,  tal  como  se  viu  anteriormente,  não  foram 
observadas  neste  trabalho  variações  significativas  nos  valores  totais  de  PA  na  célula.  No 
entanto, o PA pode estar  simultaneamente a  ser  convertido em pirofosfato de diacilglicerol 
(DAGPP) ou DAG, sendo este último utilizado na síntese de TAG ou na síntese de PE e PC pela 
via de Kennedy (ver Figura 5). 
Parece  haver  uma  tendência  para  a manutenção  dos  níveis  de  expressão  de  CHO1, 
envolvido na síntese de PS a partir de CDP‐DAG, o que está de acordo com a tendência para 
uma diminuição dos níveis deste  fosfolípido observada, ainda que essa diminuição não  seja 
significativa  (Figura  18).  Estes  dados  estão  de  acordo  com  os  resultados  de  Gasch  e 
colaboradores, onde  se observou uma manutenção da expressão de CHO1, havendo apenas 
uma  ligeira  indução  da  expressão  aos  30  min  de  exposição  ao  H2O2.  Observou‐se  uma 
diminuição  da  expressão  do  gene  PIS1,  envolvido  na  síntese  de  PI  a  partir  de  CDP‐DAG  e 
inositol, o que pode  indiciar uma  diminuição dos níveis deste  fosfolípido. Na  verdade,  esta 
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observação  não  está  de  acordo  com  o modelo  de  regulação  pelo  inositol,  em  que  a  um 
aumento de  inositol corresponde um aumento de PI. No entanto, aquando da quantificação 
total deste fosfolípido na célula não se notaram variações dos seus níveis ao  longo do tempo 
de  exposição  ao  H2O2.  Porém,  tal  como  discutido  anteriormente,  o  PI  pode  estar  a  ser 
mobilizado para os  seus derivados,  fosfoinositóis e esfingolípidos. Os  resultados obtidos por 





destes  fosfolípidos.  Tendo  em  consideração  os  resultados  da  quantificação  dos  fosfolípidos 
totais, em que se observou uma  tendência para um aumento dos níveis de PE aos 5 min de 
exposição ao H2O2 e uma diminuição aos 10 min, observando‐se também uma tendência para 
um  aumento  dos  níveis  de  PC  aos  20  min,  pode  concluir‐se  que  a  biossíntese  destes 
fosfolípidos  é  bastante  complexa  e  está  sujeita  a  uma  regulação  bastante  apertada,  sendo 
necessária uma análise mais detalhada dos vários genes envolvidos nas vias que conduzem à 
sua síntese. Os dados de Gesch e colaboradores apoiam esta hipótese, visto que observaram 
uma diminuição da  expressão deste  gene  aquando da  exposição das  células  a 0,32 mM de 
H2O2. 
Todos  os  resultados  relativos  à  expressão  dos  genes  regulados  pelo  inositol  (INO1, 
CDS1, CHO1, ITR1 e INO2) são idênticos aos já obtidos por Gasch e colaboradores, ainda que as 
concentrações  de  H2O2  sejam  ligeiramente  superiores  (0,32 mM)  às  utilizadas  no  presente 
trabalho  (0,15 mM).  Estes  dados  apoiam,  portanto,  a  hipótese  proposta  da  regulação  da 
expressão da expressão dos genes que possuem as sequências UASINO (como é o caso do FAS1) 
pelo H2O2 ser feita por intermédio do inositol, através do sistema Opi1p‐Ino2p‐Ino4p. 
Embora  esteja  sempre  a  falar‐se  em  expressão  génica,  o  mais  correcto  seria  a 
determinação das actividades dos diferentes enzimas envolvidos nas vias de biossíntese dos 
fosfolípidos.  Tendo  em  conta  os  resultados  obtidos,  e  visto  ainda  permanecerem  algumas 
dúvidas  acerca  dos  mecanismos  de  regulação  inerentes  à  biossíntese  de  fosfolípidos,  é 
fundamental determinar os níveis de  inositol no  interior das células, no sentido de observar 






IV.4. Determinação  dos  níveis  de  inositol  em  células  controlo  e 
tratadas com H2O2 
 




sentido  de  verificar  se,  de  facto,  o  H2O2  que  induz  o  aumento  dos  níveis  de  inositol 
intracelularmente. 






O  inositol  está  envolvido  em muitos  processos  fisiológicos,  e  as  alterações  no  seu 
metabolismo estão na base de variados estados patológicos. Uma das maiores dificuldades nos 
estudos  dessas  patologias  tem  sido  a  inexistência  de  um método  simples  e  específico  para 
medição dos níveis de inositol (Inouye et al., 1988). 
A medição  da  concentração  de  inositol  em  amostras  biológicas  tem  sido  feita  por 
ensaios  de  microbiologia  (Eastcott,  1928),  cromatografia  gasosa  (GC)  (Clements,  Jr.  and 
Reynertson, 1977), cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC‐MS) (Niwa 
et  al.,  1983;  Ostlund,  Jr.  et  al.,  1993),  cromatografia  líquida  de  elevada  resolução  (HPLC) 
(Kuroda  et  al.,  1994)  e  por  ensaio  fluorimétrico  enzimático  (MacGregor  and Matschinsky, 
1984). Porém, estes métodos apresentam uma série de desvantagens, visto que as amostras 
necessitam  de  tratamento  prévio  e  as  várias  etapas  desse  tratamento  são  complicadas, 
levando a metodologias que resultam numa baixa sensibilidade dos métodos. Para além destes 
métodos,  foi  já  descrito  um  método  enzimático  muito  sensível,  usando  por  princípio  a 
ciclização de NADH  (Kato et al., 1973; MacGregor and Matschinsky, 1984). No entanto, este 
método consiste em muitos passos, que dificultam o processo. 
Os  níveis  de  inositol  já  foram medidos  em  S.  cerevisiae,  por  Azab  e  colaboradores 
(Azab  et  al.,  2007).  Estes  autores  mediram  os  níveis  de  inositol  recorrendo  ao  método 





detectar quantidades  reduzidas de  inositol. No entanto, a grande  sensibilidade  faz  com que 
haja uma maior susceptibilidade a erros devido à grande propagação de pequenas variações 
que possam ser introduzidas no sistema. No presente trabalho experimental, tentou medir‐se 
os níveis de  inositol por este método, mas nunca  foram obtidos  resultados  reprodutíveis. A 
elevada sensibilidade do método conduziu a grandes variações de intensidade de fluorescência 
entre  os  vários  replicados  de  uma  mesma  amostra,  não  se  tendo  também  observado 
diferenças entre os poços do branco e do teste. 
Procurou‐se,  então,  outro método  que  permitisse  dosear  o  inositol  no  interior  das 
células.  Recentemente,  Ashizawa  e  colaboradores  (Ashizawa  et  al.,  2000)  optimizaram  um 
método espectrofotométrico enzimático para medição de  inositol em soro de rato. Baseia‐se 
na  oxidação  de  mio‐inositol  (MI)  e  na  redução  do  NAD+  pelo  enzima  mio‐inositol 
desidrogenase  (MIDH),  acoplado  à  reacção  catalisada  pelo  enzima  diaforase  que  converte 
cloreto de iodonitrotetrazólio (INT) a formazan, reoxidando‐se o NADH. O formazan resultante 
é medido espectrofotometricamente a 492 nm  (Figura 11). Este método  tem a vantagem de 
ter  brancos  da  curva  e  das  amostras  baixos,  havendo  apenas  um  aumento  da  absorvência 
quase imperceptível no decorrer do ensaio. No entanto, a sensibilidade do método é bastante 










Seguidamente,  partiu‐se  para  os  ensaios  com  os  extractos  citosólicos  de  levedura, 
tendo surgido uma série de problemas.  Inicialmente, efectuou‐se o ensaio com extracto final 
sem ser sujeito a qualquer tipo de tratamento. Quando se adicionou MIDH ao sistema viu‐se 
um aumento muito  rápido da absorvência para valores  superiores ao  limite de detecção do 
leitor de microplacas. Tentou efectuar‐se  várias diluições do extracto  antes de  adicionar  ao 

















amostras  nos  poços  (formação  de  um  precipitado)  quando  se  adicionou  o  reagente MI  ao 
extracto  tratado.  Testou‐se  ainda  um  ensaio  em  que  se  retirou  ao  reagente MI  alguns  dos 
componentes que  se pensou  interferirem com o ensaio: a)  sem Triton; b);  sem BSA;  c)  sem 
Triton e  sem BSA. Em  todos os casos continuou a haver aumento de absorvência devido ao 





do  processo.  Maslanski  e  Busa  (Maslanski  and  Busa,  1990)  referem  um  método  de 
cromatografia  de  troca  iónica,  usando  uma  resina  Dowex  50W  200‐400 mesh,  no  qual  as 
amostras  são eluídas com água  recuperando‐se o  inositol. O volume de água com o qual as 




um  upscaling  da  cultura  de  forma  a  que  no  final,  em  cada  poço,  tivéssemos  quantidade 


















Para  a medição do  inositol  intracelular  foi necessário  traçar primeiro uma  curva de 
calibração.  Reproduziu‐se  a  curva  de  calibração  apresentada  por Ashizawa  e  colaboradores 








respeito  à  medição  dos  níveis  de  inositol  em  amostras  biológicas,  nomeadamente  em  S. 





a  492  nm  nos  poços  aos quais  foi  adicionado  o  enzima MIDH  (Figura  22A).  Para  as  células 
submetidas a 150 μM de H2O2 durante 5 e 10 min, não houve um aumento de absorvência a 















variação de absorvência a 492 nm em  função do  tempo  (min). A. Células controlo; B. Células expostas a 150 μM 




Para  os  ensaios  efectuados  nas  células  controlo,  foram  quantificados  os  níveis  de 
inositol,  tendo  sido obtido o  valor de  0,9 nmol  inositol  /  100  μg proteína. Não  foi possível 
quantificar  a  diminuição  dos  níveis  de  inositol  que  ocorreu  quando  as  células  foram 
submetidas  a  150  μM  de H2O2, mesmo partindo  de  amostras  com  três  vezes mais  inositol, 
tendo‐se verificado o mesmo perfil de evolução de absorvência ao longo do tempo (dados não 
apresentados). O facto de não se ter conseguido dosear o inositol em células submetidas a 150 















































Conclui‐se,  assim,  que  os  níveis  de  inositol  diminuíram  drasticamente  durante  a 
adaptação das células ao H2O2, ao contrário do que se esperava observar, ou seja, um aumento 
dos níveis de inositol aquando da adaptação das células. 
A  diminuição  dos  níveis  de  inositol  observada  nos  instantes  iniciais  do  processo 
adaptativo  ao H2O2  poderá  dever‐se  a  uma  baixa  sensibilidade  do método  de  doseamento 
utilizado. Os vários tratamentos a que as amostras biológicas são sujeitas, anteriores ao ensaio 
de doseamento, poderão de alguma forma induzir alterações, nomeadamente degradação ou 
conversão  do  inositol  noutro(s)  intermediário(s),  que  se  reflectem  aquando  do  ensaio.  O 




































Quando  as  células  de  S.  cerevisiae  foram  expostas  a  150  µM  de  H2O2  em  estado 
estacionário  observou‐se  uma  diminuição  acentuada  dos  níveis  de  inositol.  Embora  a 
metodologia  utilizada  para  o  doseamento  do  inositol  ainda  tenha  que  ser  optimizada, 
nomeadamente  na  determinação  da  presença  de  interferentes  no  extracto  das  células 
tratadas  com H2O2, este  resultado  contraria a hipótese de  trabalho. No entanto, a apoiar  a 
hipótese proposta foi observada a translocação da proteína Opi1p do retículo endoplasmático 
para o núcleo das células quando expostas ao H2O2 nas mesmas condições experimentais. Por 
outro  lado,  os  resultados  da  expressão  dos  genes  que  possuem  as  sequências  UASINO  nas 
regiões  promotoras,  e  regulados  pelo  sistema  Opi1p‐Ino2p‐Ino4p,  estão  de  acordo  com  o 
modelo proposto, apoiando mais uma vez a presente hipótese de trabalho. Assim, tudo indica 
para  que  a  regulação  da  expressão  do  gene  FAS1  pelo  H2O2  seja  feita  através  do  sistema 
Opi1p‐Ino2p‐Ino4p. 
Porém,  os  resultados  da  quantificação  dos  fosfolípidos  não  foram  conclusivos. 
Esperava  observar‐se  uma  diminuição  dos  níveis  de  PA  e  um  aumento  dos  níveis  de  PI, 
resultantes do aumento de inositol (Loewen et al., 2004). Contudo, a diminuição dos níveis de 
inositol  pode  resultar  de  uma mobilização  do  inositol  para  a  formação  de  PI  (havendo  um 
aumento da síntese de PI) e este fosfolípido estar a ser simultaneamente modificado para dar 
origem aos seus derivados fosfoinositóis, justificando a não observação do aumento dos níveis 
de PI  (Carman and Zeimetz, 1996; Michell, 2008). É de  salientar que alguns dos  fosfatos de 
fosfatidilinositol são moléculas de sinalização que actuam nas vias de secreção e endocitose 












sofrer  regulação  por  outros  factores  que  não  o  inositol.  Vários  autores  viram  já  que  a 
regulação  da  expressão  dos  genes  com  os  elementos  UASINO  pode  ser  controlada  pela 
presença/ausência de  zinco  (disponibilidade de nutrientes) ou ainda nas diferentes  fases de 
crescimento da  levedura  (Carman, 2005; Carman and Han, 2009a; Carman and Henry, 2007; 
Iwanyshyn et al., 2004). 






dos  vários  genes  envolvidos  nessas  vias  assim  como  o  uso  de  técnicas mais  sensíveis  de 
quantificação dos fosfolípidos e metabolitos das vias. 
Já havia  sido visto que o gene FAS1 é  regulado pelo  inositol via o elemento UASINO. 
Embora os resultados do presente trabalho não confirmem que há uma regulação pelo inositol 
induzida pelo H2O2, de qualquer modo há uma  regulação coordenada da expressão do gene 





uma  vez  para  a  existência  de  uma  resposta  global  complexa  e  multifactorial  durante  a 













Os  resultados  obtidos  durante  o  presente  trabalho  experimental  revelam‐se 
importantes para a compreensão da resposta adaptativa das células de S. cerevisiae ao H2O2, 
nomeadamente  na  compreensão  dos mecanismos moleculares  envolvidos  na  regulação  do 
gene FAS1. No entanto, o processo de integração desses resultados no sentido de estabelecer 





pelo H2O2 através da  indução dos níveis de  inositol  intracelulares. Porém, foi observada uma 
diminuição dos níveis de  inositol durante a exposição de 10 e 20 min a 150 μM de H2O2 em 
estado  estacionário,  justificados  de  várias  formas  já  amplamente  discutidas.  Seria  de  todo 
interessante,  senão  essencial,  dosear  este  precursor  fosfolipídico  com  recurso  a  outros 
métodos menos susceptíveis de erro e mais sensíveis, no sentido de confirmar ou contrariar os 
resultados  obtidos.  Apesar  da  diminuição  dos  níveis  de  inositol  obtidos  através  do  ensaio 
espectrofotométrico  utilizado,  foram  obtidos  outros  resultados  que  apoiam  a  hipótese 
proposta (aumento de inositol). No sentido de esclarecer esta controvérsia, deveriam ainda ser 
quantificados os fosfoinositóis e/ou os fosfatos de fosfatidilinositol e/ou os esfingolípidos. 
Seria também  interessante quantificar os níveis do transportador de  inositol  Itr1p na 
membrana  plasmática  assim  como  os  níveis  do  factor  de  transcrição  Ino2p  no  núcleo,  por 
Western blot. Poder‐se‐ão ainda efectuar estudos de Imunofluorescência para o Itr1p e para o 






and  Lopes, 2009),  respectivamente. A  análise de  fracções  celulares  isoladas é  também uma 
hipótese a considerar, tendo em vista a análise do que ocorre aos níveis de fosfolípidos a nível 





Para  a  análise  da  expressão  génica  foram  seleccionados  alguns  genes‐chave  que, 
possivelmente,  poderiam  esclarecer  acerca  das  principais  alterações  ocorridas  durante  o 
processo de adaptação das células ao H2O2. Os dados de expressão génica obtidos ajudaram a 
compreender  algumas  alterações  ocorridas  nomeadamente  nas  vias  de  biossíntese  dos 
fosfolípidos. Porém, uma análise  incompleta pode  ser uma  fonte de erro no que  respeita à 
elação de conclusões, pelo que uma análise mais pormenorizada da expressão de mais genes 
que  regulam as vias ou que  codificam para enzimas das vias de biossíntese dos  fosfolípidos 
será um ponto  a  ter  consideração  em  estudos  futuros. Uma  vez que uma maior  expressão 
génica nem sempre significa maior quantidade de proteína (ou enzima) e, consequentemente, 
não significa maior actividade enzimática, caso os resultados de expressão génica se revelem 
inconclusivos  poderão  ser  procuradas  formas  de  determinar  as  respectivas  actividades 
enzimáticas dos enzimas controladores das vias. 
Para além dos genes envolvidos directamente nas vias de biossíntese dos fosfolípidos, 
seria  de  todo  o  interesse  a  análise  da  expressão  de  outros  genes,  nomeadamente  os 
envolvidos  no  mecanismo  de  translocação  da  proteína  Opi1p  para  o  núcleo  das  células, 
associado  à  regulação  da  expressão  dos  genes  que  possuem  a  sequência  UASINO  nos  seus 
promotores. Este estudo  já  foi  iniciado no presente trabalho, com a análise da expressão do 
gene  INO2. Porém, seria  interessante analisar a expressão do gene SCS2, que codifica para a 
proteína  Scs2p,  que  faz  parte  do  complexo  PA‐Opi1p‐Scs2p.  Poderia  também  estudar‐se  a 





Todos  estes  pontos  devem  ser  tidos  em  conta  em  estudos  futuros,  de  forma  a 
compreender de  forma mais  integrada os mecanismos associados à  resposta adaptativa das 
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